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ABSTRACT 
Effects of Solid Fermentation on Protein Content and 
Amino Acid Composition of Cassava 
This study was canied out to assess the protein and amino acid quantity of sdid fermentation ol 
cassava (Manihot esculenta) using pure culture of the Rhlmpus digosporus and tradilional 
inoculum (laru). The protein mntent of the fennentedproduct was analyzed by Biuret method, and 
the amino acid composition by HPLC (High Performance Liquid Chmmatography) method. The 
results showed that solid fermentation of cassava increased the protein content from 2.1% to 
4.0% and 4,7%. The amino acid contents of the fermented product increased 2.5 folds of that of 
cassava. Higher increase was seen in substrates fermented with traditional inoculum. This is due 
to the addition of coconut ail and ammonium to the cassava substrate which improved the gmwth 
of mold. [Penel Gizi Makan 1999,22: 55-61] 
Key word: cassava (Manihot esculenta), food fermentation, protein content, amino acid 
composition 
PENDAHULUAN 
T anaman singkong (Manihot esculenta) merupakan tanaman yang digemari oleh masyarakat, terutama 
oleh penduduk yang tinggal di daerah 
rawan pangan karena di daerah tandus pun 
tanaman ini dapat memberikan hasil yang 
baik. Jumlah produksi singkong di 
lndonesia setiap tahun tidak banyak 
berubah. Pada tahun 1992 produksi 
sinkong sebesar 16.5 juta ton, yang 
menempatkan lndonesia sebagai penghasil 
singkong ketiga di dunia setelah Brazil dan 
Thailand (1) 
Harga singkong relatif murah, terlebih 
pada waktu musim panen singkong hampir 
tidak ada harganya. Pemanfaatan 
singkong selama ini selain dikonsumsi 
langsung berupa makanan adalah dibuat 
tepung. Singkong sampai sekarang juga 
masih dikonsumsi sebagai makanan pokok 
oleh sebagian penduduk. Kandungan 
protein singkong sangat rendah, hanya 
1,4 % (2) lebih rendah dari pada beras. 
Menurut penelitian Soccol (3) beberapa 
kapang dapat tumbuh subur pada substrat 
singkong dengan pengaturan suhu dan 
oksigen secara tepat. Fermentasi dengan 
kapang dapat mengakibatkan peningkatan 
kandungan protein dari 1.75% menjadi 
14% rnelalui fermentasi padat dengan 
Rhizopus sp. (3. 4). 
Di lndonesia kurang energi protein 
(KEP) masih merupakan masalah gizi yang 
perlu ditanggulangi. Salah satu sebab 
KEP adalah karena harga makanan 
sumber protein masih terlalu mahal bagi 
sebagian masyarakat. 
Laru biasa dikenal dengan nama ragi 
tempe, merupakan sediaan spora suatu 
kapang, sering digunakan oleh para perajin 
tempe. Selain mempermudah daya cerna. 
kapang juga dapat meningkatkan 
kandungan protein bahan makanan. 
Sampai sekarang dapat atau tidaknya 
singkong digunakan sebagai substrat 
pertumbuhan laru belum pernah diketahi. 
Di samping itu jika law dapat 
meningkatkan jumlah protein singkong, 
maka bahan rnakanan ini dapat digunakan 
sebagai rnakanan surnber protein yang 
berharga murah. 
Peneliiian ini mempelajari pengaruh 
fermentasi singkong secara padat 
menggunakan biakan mumi Rhizopus 
oligosporus atau lam terhadap kandungan 
protein dan komposisi asam amino protein 
singkong. 
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BAHANDANCARA 
Bahan 
Singkong (Manihot esculenta) dibeli 
dari petani. Salin dibuat dari 4,75 g 
KH2P04, 9,3 g ammonium sulfat. 2 g urea 
dan 96 mL air. Larutan dibuat pH 5, diatur 
dengan ammonia. Laru yang digunakan 
adalah produksi Puslitbang Kimia Terapan 
LIPI. Biakan mumi kapang Rhizopus 
oligoporus disiapkan oleh peneliti dari 
koleksi di Puslitbang Gizi. 
Sampel 
Sampel disiapkan dengan cara sebaai 
berikut. Singkong dikupas, dicuci, 
dikeringkan di dalam oven pada suhu 
105" C. Singkong kering ditumbuk menjadi 
tepung kasar dan diayak dengan ukuran 2 
mm. Sebelum difermentasikan singkong 
kering disimpan didalam kantong plastik 
yang tertutup rapat 
Penyiapan Substrat 
Substrat yang difermentasikan terdiri 
atas tepung kasar singkong kering yang 
ditambah alr dengan atau tanpa 
Substrat 
penambahan minyak kelapa atau salin. 
Komposisi masing-masing substrat ialah 
sebagai berikut. 
1. singkong (100 g) + air (99 mL) 
2. singkong (100 g) + air (99 mL) + 
minyak kelapa (5 g) 
3. singkong (100 g) + air (99 mL) + 
minyak kelapa (5 g)+ salin (1 mL) 
4. singkong (100 g) + air (99 mL) + salin 
(1 mL) 
Masing-masing substrat langsung 
diinokulasikan dengan biakan murni 
Rhizopus oligosporus atau lam, atau 
disterilkan lebih dahulu sebelum 
diinokulasikan. lnkubasi dilakukan pada 
suhu 37" C selama lima hari. Pertumbuhan 
miselium diamati dan dicatat selama lima 
hari. Tumbuh sedikit, tumbuh sedang dan 
tumbuh banyak berturut-turut diberi nilai 
satu positif (+), dua positif (++) dan tiga 
positif (+++). Fermentasi dilakukan dengan 
satu kali ulangan. Substrat yang 
menunjukkan pertumbuhan yang kapang 
terbaik dipilih sebagai sampel untuk 
analisis. 
Diagram cara fermentasi adalah 
sebagai berikut, sehingga diperoleh 16 
perlakuan. 
Substrat 
4. Distrenlkan 
I 
R. oligosporus Laru R. oligosporus Lam 
1 Inkubasi 37" C Inkubasi 37" C lnkubasi 37O C 1 Inkubasi 37°C 
Dikeringkan Dikeringkan Dikeringkan Dikeringkan 
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Sampel untuk Analisis 
Sampel disiapkan dengan 
memfermentasikan substrat terbaik. 
Ferrnentasi dilakukan dengan cara di atas. 
Singkong yang telah difermentasikan 
dikeringkan di dalam oven pada 70" C 
selama 12 jam, Dihaluskan dan dianalisis 
kadar protein dan komposisi asam amino. 
larutan bening. lntensitas wama dibaca 
dengan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 555 nm. Sebagai standar 
digunakan larutan bovine serum albumin 
(4). Analisis dilakukan satu kali ulangan. 
hasilnya dirata-ratakan. 
Analisis Asam Amino dengan 
Menggunakan HPLC 
Analisis Protein (metode Biuret) Analisis asam amino dilakukan 
sebelum dan sesudah singkong difer- 
Sampel 2 gram ditambah air, mentasikan, menggunakan HPLC (High 
ditambah larutan NaOH 3 N dan Performance Liquid Chromatography) 
diencerkan dengan air sampai volume sebanyak satu kali ulangan, hasilnya 
100,O mL, kemudian disentrifusi. Beningan dirata-ratakan. 
(5 mL) ditambah larutan CuS04 2,5%. Skor asam amino dihitung menurut 
Larutan disentrifusi lagi sampai diperoleh WHO (5) dengan rumus sebagai berikut : 
mg asam amino dalam 1 gram protein teruji 
Skor asam amino = 
mg asam amino dalam 1 gram protein standar 
HASlL DAN BAHASAN 
Pertumbuhan Kapang 
Pada Tabel I dapat dilihat bahwa 
pertumbuhan R. oligospoms maupun laru 
paling baik pada substrat singkong yang 
ditambah minyak kelapa dan salin. Pada 
substrat singkong yang ditambah minyak, 
R. oligosporus maupun laru menunjukkan 
pertumbuhan pada hari pertama dan 
mencapai puncak kesuburan pada hari 
kedua. Pada hari ketiga pertumbuhan 
mulai berhenti dan terlihat spora berwama 
hitam. Pertumbuhan R. oligosporus atau 
laru pada substrat yang mengandung salin 
dan minyak kelapa lebih lambat, yaitu b a ~  
mulai tampak pada hari kedua, dan 
mencapai kesuburan maksimal pada hari 
ketiga. Pertumbuhan R. oligosporus 
maupun lam tidak terlihat subur pada 
substrat singkong tanpa penambahan 
sumber unsur kimia lain. Minyak kelapa 
yang diiambahkan pada substrat singkong 
berfungsi sebagai sumber karbon, dan 
salin yang terdiri dari ammonium sulfat dan 
urea berfungsi sebagai sumber nitrogen. 
Petumbuhan biakan kapang mumi pada 
substrat singkong mentah tanpa 
penambahan unsur kimia lain pada hari 
ketiga mulai berhenti dan nampak spora 
berwama hitam. 
Substrat singkong yang dimasak 
terlebih dahulu kurang baik bagi 
pertumbuhan biakan kapang mumi 
maupun lam dari pada singkong dalam 
keadaan mentah. Hal ini karena setelah 
dipanaskan substrat menjadi kempal dan 
sulit ditumbuhi oleh kapang. 
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Tabel 1 
Pertumbuhan Kapang pada Berbagai Substrat 
I1 I 11 
Perlakuan Hari Ke 
. (S + a) disterilkan *) 
. (S + a) disterilkan 
. (S. + a + m) disterilkan ') 
. (S. + a + m) disterilkan **) 
Keterangan: 
S = singkong a = air sal = salin 
m = minyak (Barw) + = tumbuh sedikit ++ = tumbuh sedang 
+++ = tumbuh banyak 
3 diinokulasikan dengan biakan mumi R. oligosporus 
") diinokulasikan dengan laru 
Pada proses berlangsungnya karena teqadi pemecahan substrat oleh 
fermentasi singkong dengan kapang dan selanjutnya pada saat 
R. oligospo~s maupun laru tidak terlihat penggunaan energi tejadi hasil samping 
terjadi perubahan keasaman (pH). tetapi berupa air (label 2). 
terjadi peningkatan kadar air. Hal ini 
Tabel 2 
Perubahan Keasaman dan Kadar Air Selama Proses Fennentasi 
Singkong Secara Padat 
Keterangan: 
Substrat = campuran dari tepung kasar singkong, salin dan minyak kelapa 
Perlakuan 
Substrat.) tanpa disterilkan + 
R. oligosporus 
- pH 
- Air 
Substrat.) tanpa disterilkan + 
Lam 
Hari Ke 
0 
5,6 
55,6 
I 
5,6 
55~9  
2 
5.8 
56,l 
3 
5,5 
56,5 
4 
5.6 
56,2 
5 
5,5 
57.0 
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Kadar Protein dengan lam temyata dapat meningkatkan 
kandungan protein singkong. Peningkatan 
substrat yang berupa campuran kadar protein paling besar yaitu dari 
singkong, salin dan minyak kelapa 2.1% menjadi 4,7% dan 4.0%. masing- 
mempakan media yang paling w w k  bagi masing pada fermentasi dengan biakan 
pertumbuhan R. oligosporus atau lam. mumi R. oligosporus dan dengan lam. 
Fermentasi dengan R. oligosporus ataU (Tabel 3). 
Tabel 3 
Kadar Protein dalam Singkong yang Difermentasi dengan R. Olfgaqmna 
atau Laru dalam 100 g Bahan Kering 
Catatan: 
Kadar protein singkong sebelum ditenentasikan = 2.1 % 
Kadar Asam Amino sulfur tersebut terdapat 20 mgllOO g 
dalam hasil fermentasi singkong dengan 
Fermentasi dapat meningkatkan R. oligosporus dan 90 mgllOO g dalam 
kandungan asam amino singkong. Asam hasil fermentasi dengan lam. Singkong 
amino dibentuk dari salin sebagai sumber tanpa difermentasikan dapat dianalisis 
nitrogen dan minyak sebagai sumber sebanyak 7 jenis asam amino esensial. 
karbon. Tabel 4 menunjukkan bahwa yaitu isoleusin, leusin, lisin, fenilalanin, 
dalam singkong tidak terdeteksi adanya treonin, triptopan dan valin. Sedangkan 
asam amino pengandung sulfur (metionin). asam amino esensial metionin tidak 
Setelah dilakukan fermentasi asam amino terdeteksi dalam analisis. 
Tabel 4 
Kadar Asam Amino dalam Singkong dan Singkong 
yang Difermentasi (Bahan Kering) 
Catatan : tt = tidak terdeteksi 
59 
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Dalam analisis, metionin tidak 
terdeteksi dapat disebabkan kadarnya 
relatif rendah, atau asam amino tersebut 
rusak terhidrolisis pada waktu persiapan 
sampel untuk analisis. Menurut Slamet dan 
Purawisastra singkong (Manihot ufilissima) 
mengandung metionin 8 mg per 100 g 
bahan segar (5). 
Singkong sebelum difermentasikan 
dapat dianalisis 16 jenis asam amino 
sebesar 570 mg per 100 g. Setelah 
difermentasikan dengan biakan murni 
R. oligosporus atau dengan laru masing- 
masing mengandung 1.880 mg dan 
2.050 mg asam amino dalam 100 g bahan 
kering. Besar kenaikan jumlah asam amino 
yang diakibatkan oleh fermentasi biakan 
murni kapang R. oligosporus atau laru 1. berturut-turut adalah 2.5 dan 2,9 kali. i Besar kenaikan metionin dalam singkong 
/ yang difermentasikan tidak dilakukan 
i penghiiungan karena kadamya dalam 
singkong tidak terdeteksi. Peningkatan 
1 kandungan asam amino terjadi karena 
I perubahan unsur nitrogen dari amonium 
I dan karbon dari minyak kelapa menjadi 
! asam amino oleh kapang. 
Tabel 5 menunjukkan protein singkong 
! tidak terdeteksi mengandung asam amino 
esensial metionin dan sistin. Hampir 
semua kadar asam amino dalam protein 
singkong lebih rendah dari 100% 
dibandingkan dengan Provisional Amino 
Acid Pattem (PAAP) (6). kecuali triptopan. 
Hal ini berarti protein singkong mem- 
punyai lcbih dari satu asam amino 
pembatas. Persentase metionin dan sistin 
tidak dapat dihitung karena asam amino 
tersebut dalam singkong tidak terdeteksi. 
Singkong yang difermentasikan dengan 
R. oligosporus atau dengan law 
kandungan semua asam amino esensial 
mengalami peningkatan. Singkong yang 
difermentasikan dengan kedua inokulum 
tersebut juga mengandung asam amino 
pengandung gugus sulfur, metionin dan 
sistin dalam jumlah terendah diban- 
dingkan dengan asam amino yang sama 
dalam protein standar. Singkong yang 
difermentasikan dengan biakan mumi 
R, oligosporus atau dengan lam 
menunjukkan kadar terendah pada 
metionin dan sistin, yaitu berturut-turut 10 
dan 14 mglg protein. Dibandingkan 
dengan asam amino yang sama dalam 
PAAP, protein dari singkong yang 
difermentasikan dengan biakan mumi 
R. oligosporus atau laru berturut-turut 
mengandung metionin dan sistin 29% dan 
40%. Dengan demikian skor kimia dari 
protein singkong yang difermentasikan 
dengan R. oligosporus adalah 29, 
sedangkan yang difermentasikan dengan 
lam adalah 40. Skor kimia dari protein 
merupakan derajat efisiensi pemakaian 
protein tersebut untuk sintesa protein tubuh 
(7). 
Tabel 5 
Komposisi Asam Amino Protein Singkong dan Singkong yang Difennentasi 
Dibandingkan dengan Provisional Amino Acid Pattem 
tidak ditermentasi 
Fen +Tir 60 43 72 57 95 14 23 
124 1 9 0  1 180 1 19 1 38 
Catatan : 7 = Provisional Amino Acid Pattem, FAO-WHO (6) 
tt = tidak terdeteksi 
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Singkong yang difermentasikan juga 
mempunyai lebih dari asam amino 
pembatas. Asam amino pembatas pertama 
adalah rnetionin dan sistin. Beberapa jenis 
asam amino esensial melebihi 100% 
dibandingkan dengan PAAP, tetapi tidak 
akan terpengaruh pada efisiensi 
pemakaian protein. Penilaian kualitas 
protein dengan penghitungan skor kimia 
memberikan hasil yang berkorelasi positif 
dengan penilaian secara biologis (6). 
Singkong dapat digunakan sebagai 
substrat padat untuk pertumbuhan biakan 
mumi R. oligosporus atau lam bila 
ditambah salin dan minyak kelapa. 
Fermentasi meningkatkan kadar protein 
singkong dari 2,1% menjadi 4,7% yang 
difemlentasikan dengan biakan rnumi 
R. oligosporus dan 4.0% yang 
difermentasikan dengan lam. Kadar semua 
jenis asam amino singkong yang 
difermentasikan mengalami peningkatan 
lebih dari 2,5 kali dibandingkan dengan 
singkong sebelum difermentasikan. 
Fermentasi dengan R. oligosporus atau 
dengan lam dapat meningkatkan skor 
kimia dari protein singkong, berturut-turd 
menjadi 29 dan 40. 
SARAN 
Peningkatan kandungan protein 
singkong melalui fermentasi hendaknya 
dilakukan menggunakan law, karena lam 
telah dikenal luas oleh masyarakat dan 
mudah diperoleh. 
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